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組織適合性抗原の研究
一一ヒト肝臓ニワトリ免疫による液性抗体の検索一一
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要 目~ 
臓器抗原を分析し，組織適合性因子を検出できるかどうかを検討する目的で， ヒト肝臓にて
ニワトリを免疫し，産生された液性抗体について検索を試みた。得た免疫血清をヒト赤血球，
ヒト白血球， ヒト臓器で吸収した後， Latex凝集反応を使用して一個体に特異な抗体の産生さ
れているのを明らかにし， ヒト臓器異種免疫により，組織適合性抗原に対応する抗体の産生さ
れる可能性を示唆した。また免疫血清中には肝特異抗体も産生されているのを， Latex凝集反
応， Ouchterlony法により示した。つぎに， ヒト臓器抗原が広義のO抗原に属することも示 
Lk。 
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緒 言
臓器移植に際しての組織適合性の検討には，現在主と
して，白血球抗体が使用されているが，これには妊婦血
清， ヒトリンパ球同種免疫血清，あるいは臓器移植患者
血清などがある。ところがこれらは，いずれもとト同種
免疫により得られたものであり，ために必ずしも同一の
特異性をもつものではなく，かつまた，一時に多量を入
手し得るものではない。したがって特異性の一定した抗
体を多量に得るには異種免疫によるのが適当であろうと
考えられているが，今日までの報告では，ウサギ，モノレ
モット，イヌなどを免疫動物として使用しでも， group-
specificな抗体は得られていない。わずかに， Metzger 
らのチンパンツー免疫で monospecificな抗体が産生さ
れたとの報告があるだけである 170 私は，この観点から，
より入手しやすい動物を使用して免疫実験を行ない，組
織適合性抗原を検出し得るかどうかを究明するため， ヒ
ト肝臓ニワトリ免疫血清を分析してヒト臓器抗原の検討
を行ない，いささかの知見を得たのでここに報告する。
持千葉大学大学院医学研究科外科系外科(第 2)学
実験材料ならびに実験方法
.1.実験材料 
a. 実験動物
免疫動物として，成熟ニワトリを使用した。 
b・抗原および抗血清 
1) 抗原:抗原としてヒト臓器を使用したが，肉眼
的に病変の認められない，死後 24時間以内の外傷死の
死体から採取した。臓器は細切して一晩水洗し，血液成
分を除去した。免疫用抗原は，さらに生理食塩水で 3回
以上洗糠し， Latex吸着用抗原は，硝酸ー棚砂系 Buffer 
(pH 8.2)で洗糠した後，秤量して，それぞれの溶液で
約 20%の浮遊液になるように調製し，冷却下でホモ少
ブ、レンダー  (1500rpm，20min)，テフロンホモヲナイ
ザー (1500rpm，20 stroke)で処理し，つづいて，超
音波処理 (10KHz 30 min) した。免疫用抗原は， 3000 
rpm，10 min，40，Latex吸着用抗原は， 10000 rpm， 
25 min，4。で遠心沈澱した後，その上清を使用した。 
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2) 抗血清の作製:前述の免疫用抗原 2ml (一回
量)に，同量の complete Freund adjuvant (Iatron 
Laboratories製)をよく混合し，マヨネーズ様懸濁液
としたものを，ニワトリの大腿部，背部の筋肉内に 2週
間に 1回の割合で計 4回注射した。最終免疫後， 7日な
いし 10日後に試験採血し，抗体の産生されていること
を確かめた後，全採血して血清を分離し， 560 30 min間
加熱し非働化とし， 0.1%の割合に窒化ソーダを加えて 
-20。に凍結保存した。 
3) 白血球の分離:三好2)らによる改良法によった
が，死体血からの分離は，採取した血液を 1000rpm，10 
mln遠心沈澱し，生じた Buffycoatを適当量の血清
と共に採取し， さらに， これを再び 1000rpm，10 min 
遠心沈澱して，再び Buffycoatを再採取し，これから
三好らの改良法にしたがって白血球を分離した。 
4) メン羊血球免疫ニワトリ血清， OS型唾液免疫
ニワトリ血清， ヒト O型血球免疫ニワトリ血清:千葉大
学医学部法医学教室において，日常使用しているものを
用いた。 
2. 実験方法
ニワトリをヒト肝で免疫して得た抗血清について，赤
血球をはじめとする既知抗原を作用せしめ，ついで、既知
抗原による吸収を行なって産生された抗体の特異性を検
討した。とくに， ヒト白血球， ヒト臓器抗原との反応に
ついては，吸収操作後，個体別の抗原との反応を Latex
凝集反応， Ouchterlony法を使用して検討した。さら
に臓器抗原の所属については， 0抗原に対応する既知抗
体を使用して検討した。 
a. 赤血球凝集反応
まず 5人以上のA・B・0各型ヒト赤血球を生理食塩水
で5回洗樵し， 1~あ生理食塩水浮遊液を作製した。ホー 
lレガラスを用いて倍数稀釈した抗血清にマントー針で前
記血球浮遊液を一滴々下し， 37030 min静置した後凝集
の有無を検した。なお，成績の記載にあたっては，凝集の
有無および凝集塊の大きさにより， それぞ 6，5，4，3， 
2，1，0とあらわし， Score法で表示した。 
b. Latex 凝集反応凡仏5)
 
Polystyrene Latex粒子に各種抗原を吸着せしめて

反応用抗原とし，凝集の有無により抗体の存否を検討し
た。 PolystyreneLatex粒子は，直径 0.81μ の Difco
製のものを使用し， Latex浮遊液の作製や抗体の稀釈に
は pH8.2の棚酸塩緩衝液を用い，実験に際しでは必ず
対照をおいた。抗原吸着 Latex粒子の作製は， 図 lの
ようにして行ない，棚酸塩緩衝液で倍数稀釈した抗血清 
Latex製剤 Buffer pH 8.2 臓器抽出液 
(Difco 0.81μ) (醐酸塩) I 
|→ 1 : 1 : 2←| 
室温 1時間放置 
Buffer !乙て 2回洗糠
上清を捨て Buffer!乙て再浮遊
抗免疫血清 抗原吸着液
マントー針にて 1滴づっ滴下
一一一一→ 2倍より倍数稀釈
室温 1夜放置
判定
図1. 抗原吸着 Latexの製法および凝集反応
にこの抗原吸着 Latex浮遊液をマントー針で l滴々下
し， 室温に I晩放置して 12時間後に判定した。反応の
微弱なる場合は拡大鏡を使用して判定したが，凝集の有
無および凝集塊の大きさにより，十卜， +，ーの三段階に
区別した。 
C. Ouchterlony氏寒天内沈降反応
精製寒天(和光純薬) 4 gを1日以上蒸留水で洗い，
これに pH7.1，0.15M 燐酸緩衝液 100ml，蒸留水 300 
mlを加え， wasserbadで沸騰せしめ，寒天が十分に溶
解してから， 0.1% Methylenblue溶液 0.8mlを加え
て，直径 6cmのぺトリシャーレに各々 1.5mlをと
3ml固まるのを待った。これに水平に静置して，り，
の寒天を追加し，充分固まってから，直径 0.5cmの穴
を適当な間隔にあけ， 4。に 1昼夜ないし 5日間保存し
てから， 抗原および抗血清を加えて， 室温に 48時間な
いし 72時間静置後，沈降線の有無を写真撮影して判定
した。 
d. 抗体の吸収
血液型抗体および種属特異性抗体の吸収には，千葉大
学医学部中央検査部より得た血餅約 50人分を， A・B. 
0各型に分け，血球を分離し，これを生理食塩水で 10回
以上洗糠したものを使用した。抗血清 1容に対し血球 1
容の割合に混合して， 3r，30分， 40，4時間の incubate
後， A ・B・O各型血球に対してはもはや反応しないこ
とを凝集反応で確かめた。
白血球による吸収は，免疫血清 0.25mlに対し， ヒト
白血球 107個を加え，時々撹持しながら 3r，40分， 40， 
2時間 incubateし，これを 3回繰り返した後， Latex 
凝集反応により十分吸収されているかどうかを確かめ 
Tこ。
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免疫後 34 
血清
区分
免疫前
吸収用臓器は，抗原用臓器の場合と同様に脱血し，こ L6 No. 2血清と各臓器抗原 Latex凝集反応表 2.
れをホモジブレンダーで 2....3分ホモジナイズし，ガー 未吸収 
ゼで櫨過した後， 3回以上洗瀧した沈査を吸収用臓器と 2 3 4 5 6 7 8 9 C 
して使用した。この吸収は臓器 l容に対して免疫血清3 抗原 
Latex 凝集反応で吸収に使用した臓器抗原とは反応しな
容の割合で混合して，時々携持しながら 3r，30分， 40， 
5時間 incubateし，これを 2回以上繰り返した後， 
いことを確かめた。
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てみると，由来を異にするいくつかの腎臓および肝臓と
は明らかに撰集反応陽性の成績を示した。未吸収の血清
では， 32倍ないし 256倍の力価を示し，個々の抗原に。 
ヒト赤血球で吸)，2よってその価が異っていたが(表 
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表 3. L6 No. 2血清と各臓器抗原 Latex凝集反応
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未 吸 収 表 4. L6 No. 2血清と各臓器抗原 tatex凝集反応
ヒト赤血球lとて吸収 
中 市  
2 3 4 5 6 C忌鍔l2
0 
L6 +ト 4十 十 十 + 
K6 十 +ト 十 十 
Lg6 tI- 十 十 + 
H6 +十 十 + 一 
L9 イ十 十 +十 十 十 
K9 +十 十 +十 + + 
Lg9 十 + 十 十 
H9 +ト +十 + + 
⑨ L 12 十 +十 + + 
K12 +ト tI- + 十 十 
Lg12 十 + 十 + 一 
H12 tI- 十 + + 
L 13 +十 +十 +十 + + 
K13 +十 +十 十 + 一 一① Lg13 tI- + 十 十 一 
L.・・肝 S…血清 H13 十 十 一 一 
" n n図 2. L6 No. 2血清一Ouchterlony法 H...心
L
ZL…肝 K・・・腎 川 
ヒト赤血球にて吸収 表 5. L6 No.2血清と各白血球抗原 Latex凝集反
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terlony法によって検討してみると，未吸収の免疫血清
収すると，その力価は 32倍ないし 64倍となり，個々の では，免疫抗原である No.6の肝臓抽出液と 4本の沈
抗原による差は不明瞭となった(表 3)。さらに， Ouch- 降線を生じ(図 2)，ヒト赤血球で吸収した後は， 3本 
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ないし 2本の沈降線を生じた(図 3)。表4は，いくつ
かの同一個体より採取した各臓器との反応を示したもの
であるが，心臓との反応はやや弱い傾向にあった。つづ
いて， ヒト赤血球で吸収した免疫血清と白血球との反応
をしらべてみると，個々の白血球によって力価に違いが
みられたが，全て陽性であった(表 5)。したがって，
この免疫血清中には， ヒト臓器およびヒト白血球と反応
する抗体も産生されていたわけである。 
3. 抗肝抗体について
前節において，この免疫血清中には， ヒト臓器と反応
する抗体の産生されていることを知ったのであるが，臓
器特異性抗体の産生はどうであろうか。この場合は肝臓
免疫血清であるから抗肝抗体の産生の有無について検討
した。免疫抗原とは由来を異にする No.14の腎臓およ
び肝臓で吸収したところ，腎臓吸収と肝臓吸収では異っ
た成績であった。 No.14の腎臓で吸収した場合は， も
はや腎臓とは反応しないにもかかわらず， No. 14の肝
臓とは明らかに反応し， No. 14の肝臓で吸収した場合
には， 肝臓， 腎臓ともに反応しなくなった(表 6)。さ
らに， Ouchterlony法で検討してみると， 各個体の肝
臓抽出液とは，すべて沈降線を生じたが，他の臓器とは
全く反応しなかった(図 4，図 5)。したがって， この
免疫血清中には，肝臓とのみ反応する抗肝抗体も産生さ
表 6. 肝特異抗原の検索 
凝Latexて吸収後の!ζK14血清をL6 No. 2 1. 
集反応
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れていたわけである。 
4. 組織適合性抗原に対応する抗体について 
No. 14の肝臓で吸収した免疫血清と各個体の臓器お
よび白血球との反応を， Latex凝集反応で検査したとこ
ろ， No. 14から採取した臓器とは全て陰性の反応を示
し，これ以外では， No.5の腎臓， No. 13の肝臓，肺
)。7臓，心臓の各抽出液との反応が陰性であった(表 
定 茂
全て陽性であった(表 11)。したがって， 以上に示した
一連の臓器および白血球による吸収効果から考えて，こ
こに検討した No.6肝免疫ニワトリ血清中には， No.6 
表 8. L6 No. 2血清と各白血球抗原 Latex凝集反応 
L14 Kて吸収 
2n 
2 3 4 5 C 
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+
ところが，白血球との反応では個体により強弱の差がみ
られたが， 全て陽性の成績であった(表 8)。そこで，
一個人の白血球で吸収した血清について検討したとこ
ろ，個体により強弱の差はみられたが，全ての臓器抗原
と陽性の反応を示し(表 9)，Ouchterlony法では明ら
かに沈降線を生じた(図的。 したがって， 以上の成績
は， ヒトの臓器にはヒトの種属に特異的に存在する種属
津 QW
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野 QW
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表 7. L6 No.2血清と各臓器抗原 Latex凝集反応 
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たので(表 12)，これら臓器に広義の O抗原が含まれて
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3 いることは明らかである。ところで，メン羊血球の抗原
のうち，広義のO抗原に属するものは， ヒト血球とメン
羊血球との共通部分， ヒト，ウサギ，モノレモット， メン
表 12.	 メン羊血球免疫ニワトリ血清(ウサギ血球に
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羊の各血球に共通した部分とに分れる。そこでまず， ウ 
サギの血球で吸収したメン羊血球免疫ニワトリ血清との
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反応を検討してみると，表(1 に示した成績とは違っ2)
0ニワトリ血清とは全く反応しなかったので， 抗原の中
の 抗原には係りないものと考えられる(表 。さらH 14)
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に，もう一つの広義のO抗原に対応する抗体であるO型
ヒト血球免疫ニワトリ血清と各臓器抗原とを反応させた
ところ，臓器の種類とは関係なく，各個体聞に明らかな
差がみられた(表 15)。したがって， 前述の個体聞の差
を示す抗原は，広義のO抗原のうちでも 0型ヒト血球に
多く含まれている部分に所属しているのではなかろうか
と考えられた。
総括ならびに考按 
以上は， ヒトの臓器に含まれている抗原系を検索する
目的で， ヒトの肝臓でニワトリを免疫して得た抗体を分
析した成績であるが，はじめに予測した通り，明らかに 
ABO式血液型抗体，および種属特異性抗体が産生され
ていた。ところが， A ・B・0各型ヒト赤血球で吸収し
たところ，これら両種の抗体は完全に吸収されたにもか
かわらず，この免疫血清はヒト白血球およびヒト臓器抽
出液となお強い凝集反応を示した。したがって， ヒト肝
臓免疫ニワトリ血清中には種属特異性抗体や ABO式血
液型抗体とは別にとト白血球やヒト臓器と反応する抗体
が産生されていたわけである。そこで， さらに Latex
凝集反応と Ouchterlony法によってこの抗体の分析を
すすめたところ，これは白血球および各種臓器に共通し
た部分に対応する抗体から成ることを知った。ところ
で，ある抗原が組織適合性因子であるためには，それは
一個体の各種臓器に共通した抗原である筈である。した
がって，この免疫血清中に組織適合性因子を検出し得る
抗体が産生されているならば，それは白血球をも含み各 
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種臓器に共通した抗原に対応する抗体でなければならな
い。そこで，この観点、にたって各個体別の臓器抗原を使
用して吸収操作をすすめたところ，免疫に使用した個体
の抗原とは反応するが，その他の多くの個体からの抗原
とは反応しない抗体をとり出すことができた。ところで
現在臓器移植に際して組織の適合性を検討するには白血
球の型別が一つの指標としで考えられている。しかし
て，白血球の型別には白血球抗体が広く使用されている
が，この種の抗体の寄在にはじめて注目したのは Doan， 
C. A.8) (1926)の報告であった。ところがしばらくの
聞はそのままかえりみられず，白血球抗体の存在を確認
したのは Dausset9)(1954)，Van. RoodIO)，Payne.R.II) 
(1958) らであり，輸血した患者の血清中や多産婦の血
清中から白血球を凝集する抗体を検出したのである。
らはこの種の抗体の産生機序を13)】，Dausset12ついで 
検討した結果，これら白血球抗体による白血球の型別を
行ない，白血球抗原にも明らかに個体差のあることを報
告したのであった。さらに Dausset 1仏間らは，植皮の
成否を検討することによって，白血球抗原と組織適合性
抗原との聞には密接な関連のあることを報告し，つづい
て TerasakiI6)，17)等も白血球の型別と腎移植の成否も植
皮の場合と同様密接な関連のあることを述べている。一
方 Colombanil凡 19)ら (1964)は，皮膚移植後の血清中
に白血球抗体のあることを証明し， 1 wasaki 20)ら(1967)
もヒト腎の同種移植後はほとんどの患者血清中に白血球
に対応する液性抗体が産生されていることを証明し，こ
の抗体が白血球の型別に使用され得ること， したがっ
て，臓器の同種移植をうけた患者の血清は，白血球型別
用血清のすぐれた供給源となり得ることを述べている。
なおこの他にも白血球型別用の抗血清としては， Shan-
born，Walford，R. L.21) (1968)が行なったヒトリンパ
球同種免疫血清があり，現在白血球の型別に使用されて
いる抗血清は"頻回輸血患者，妊婦血清，同種移植患者
血清など，いずれもヒト同種の免疫によるものである。
したがって~時に多量の入手や単一な抗原に対応する抗
体の入手は，はなはだ困難な状態にあるわけである。か
かる点を解決する最も良い方法は，異種免疫血清を作り
得ればよいのであるが，今日までにおこなわれている報
告では，ウサギ22〉，モJレモット，ダイコクネズミ，イヌ
等では，これにヒト白血球を免疫しでも， group-Specific 
な抗体は得られないとされており， Metzgerの報告に
みるように，チンパンヅー免疫では monospecificな抗
体が得られたとされているが，これとても Milgromら
のいうように，動物そのものの取扱いが非常に困難であ
り，また得られる量にも限度があってやはり陸路となっ
ているのである。そこで入手の容易な実験動物で作るこ
とが望まれているわけである。 Schulmanはその可能
性は極めて少ないとしているりが，はじめに述べたよう
に，私は，異種免疫により組織適合性抗原に対応する抗
体の産生についてその可能性を検討するために以上の実
験を行なってきたのであった。さきに示したように，幸
いにしてこの免疫血清中には，一個体に特異的に作用す
る抗体が産生されており，このことは組織適合性抗原に
対応する抗体を異種免疫により作り得る可能性を示唆し
たものと考えられるのである。
本実験において，免疫動物にニワトりを用いたのは，
ニワトリが抗0抗体を作り易い動物であり，かつ従来の
梶本町森7〉，木内向の成績に基いて， ヒト臓器抗原のベ
ースに，広義のO抗原が関与していると考えたからであ
る。なお，免疫抗原として死体の肝臓が使用可能であれ
ば， ヒト白血球を用いるよりも，はるかに大量に容易に
入手でき，同一の抗血清を一時に大量作り得る利点があ
ると考える。
なお，この実験で検討したヒト肝免疫血清中には，肝
臓とのみ反応する臓器特異性を有する抗体も産生されて
おり， Latex凝集反応とともに Ouchterlony法によっ
て確認し得た。臓器特異性抗体については，往時水晶体
免疫町，30)に関して報告され，現在では， 脳2凡 m，27〉，前
立腺町などで次第に報告されつつあるが， ヒト肝免疫に
よる肝特異性抗体については未だ報告をみていない。臓
器特異性抗体の存在は諸種の疾患の発症とも関連して，
はなはだ興味ある分野と考える。
稿を終るにあたり，c懇篤なと指導とと校閣をい
ただいた恩師佐藤博教授，恩師宮内義之介教授に衷
心から感謝致します。また，本研究について直接と
指導をいただいた本学法医学教室木村康助教授なら
びに終始変らぬと援助とと協力を惜しまなかった本
学第二外科学岩崎洋治講師をはじめ本学法医学教室
ならびに第二外科学教室の教室員各位に深く感謝致
します。 
SUMMARY 
ln order to investigate human histocompatibility 
antigens，the humoral antibodies，produces in a 
chicken serum by immunizing with human liver， 
were examined with the method of the Latex 
fixation test and the double diffusion test (Ouch-
terlony method). First of aU，the antiserum，used 
622 神谷定茂 
in this experiment，was absorbed with human red 10) Vαn Rood，J. J.， G.:J.，Eernisse 8.A.，Van Leeuwen
cells taken from many individuals. 
On the one hand，after further absorbtion of the 
antiserum with the liver from an individual，it 
could devide human organs into two groups of 
positive and negative reactions and the various 
organs from the same cadaver showed the same 
reactlOn. 
On the other hand，absorbed with white cells 
from an individual，this antiserum showed positive 
reaction with only white cells from the cadaver， 
from which the organ for immunization was ob-
tained. These results suggest that this antiserum 
would contain the individual specific antibody，so 
that the production of the antibodies correspond-
ing to the histocompatibility antigens would be 
possible by heteroimmunization of the human 
organ. 
Furthermore it was also confirmed that the liver 
specific antibody was produced in the chicken serum 
and it was indicated that the human organs would 
possess the O-antigen in a wide sense. 
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抗キニン性、抗遅延型炎症反応因子性
血管透過性充進限止剤 

0 可 .…
A
女適応症 1.次の疾患に伴う狭心症症状並びに不整脈・心房細動・心房粗動・心室性
及ぴ心房性期外収縮の頻発:冠動脈硬化症，狭心症，心筋硬塞，冠不全 
2 .脳血キ~ 
3. リウマチ熱，慢性関節リウマチ 
4.紫斑病，網膜出血，特発性腎出血等の出血症状 
5 .閉塞性動脈硬化症， ピユルゲル氏病，慢性動脈閉塞症 
6 .静脈血栓症，血栓性静脈炎 
7 .大動脈炎症候群(脈なし病を含む) 

す包装アンヂニン錠 1錠 250mg 20錠 100錠 500錠

薬価基準 1錠(250mg)￥45.00 (45.8.1より掛担)
、-~j盲，、J _.， 
製造発売元・~ N I N 
2，6ピリジンジメタノー )1，.. ピス(Nー メチルカルパメート) 高有製薬株式会社 
